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La presence invention concerne un precede de purifica- 
tion par Stapes successives du puilulane* 

Des precedes de fabrication du puilulane ont ete rappor- 
tes par H. Bender et coil, Biochim, Biophys. Acta 36, 301-316 
5 (1959) , Seinosuke Ueda, Journal of the Chemical Society of Japan, 
Industrial Chemistry Section, 67, 757-760 (1960), notsmment* Dans 
ce^rocedes , le puilulane est fabrique et purifie par des stades 
cornprenant la culture d'une souche d ? Aureobasidium pullulans en 
milieu liquide, et le traitement du bouillon de culture renf ermant 
10 le puilulane ainsi obtenu par des operations telles que separation 
par centrifugation pour eliminer les cellules, decoloration du 
liquide surnageant, et addition ulterieure a celui-ci d*un solvent 
organique (designe par la suite sous le terme- de solvant) tel que 
methanol , ethanol ou acetone, pour preeipiter et separer le pul- 
.15 lulane* Cependant , le precipite de puilulane obtenu par ces prece- 
des renferme encore 40 a 60% (poids/poids ) d'eau, mSme si la quan- 
tits de solvant, ajoutee au bouillon de culture contenant le pui- 
lulane, est double ou triple, en volume, de celle du bouillon, et 
les impuretes presentes dans le precipite de puilulane, c f est-a~ 
20 dire sucres residuaires tels que mono- et oligosaccharides , pig- 
ments, proteines et sels mineraux, ne peuvent §tre eliminees par 
simple sechage de celui-ci. En outre, la purification suppl^mentai- 
re necessaire et la deshydratation de ce precipite entrainent une ' 
consommation superieure de solvant anhydre , ce qui, en fin de 
25 compte, augmente le coftt de la production. De plus, le precipite 
de puilulane, renf ermant 40 a 60% d f eau (poids/poids) , s'agglomere 
-Rarfois pour former une masse coilante, dont le traitement ulte- 
rieur severe difficile. 

La presente invention permet d 1 £viter ces inconvenients 
30 de 1 1 art anterieur et d f obtenir du puilulane de purete elevee par 
purification par etapes successives, emp§chant la formation de mas- 
ses poisseuses de precipite et reduisant grandement la consomma- 
tion en solvant* 

Le nouveau pro cede selon l r invention consiste a intro- 
35 duire une solution aqueuse de puilulane, obtenue par culture en 

milieu liquide d ? une souche productrice de puilulane, suivie de l ? e- 
limination des cellules du bouillon resultant, (designe ci-apres 
par : solution de puilulane) , dans une solution aqueuse de solvant 
(denommee t solution de solvant) , de maniere a obtenir un melange, 
40 dans lequel sont en suspension de fagon horaogene des parti cules 
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extr£mement fines de pullulane, et de diriger ce melange vers une 
cuvg vol sine , renf ermant la m§me solution de solvent, mais a une 
concentration plus elevee , et a repeter ces e tapes au moins une . 
fois pour obtenir un pullulane pratiquement anhydre et beaucoup 
5 plus pur, sous forme pulverulente . Ce precede emp$che I 9 agglome- 
ration des particules de pullulane en masses collantes et per met 

1 * autoraatisation de la fabrication du pullulane . 

Af in d r emp£cher la dilution des solutions de solvant 
dans les cuves de purification du pullulane , on f ournit habituel- 
10 lenient des quanta tes suppl^mentaires de solvant pour maintenir la 
concentration desiree * Au contraire , conf orm&nent a 1 *i nvention, 
on peut reduire la quantite de solvant utilis£e par introduction 
d'une solution de solvant de concentration elevee dans la cuve, 
ou le taux de dilution de la solution de solvant par I s apport de 
15 solution de pullulane est le plus bas , et transfer! ulterieur de 
la solution de solvant dans la cuve adjacente , oh le taux de dilu- 
tion est superieur* Ainsi, la purification du pullulane peut &tre 
obtenue faci lenient avec une quantite r4duite de solvant* 

L* unique figure du dessin est une vue schematique d* un 
20 appareil pour la purification du pullulane par ©tapes successives, 
donne en tant que forme de realisation pr£f er£e de l 1 invention. 

L 'invention est illustr^e plus en detail ci-apr&s , avec 
reference a cette figure . Les cuves de purification 1 a 3, du 
pullulane , sont instances en s£rie , et reliees^ar les can alls a- 
25 tions 4 et 5, qui respectivement vont des cuves 1 et 2, aux cuves 

2 et 3. Chaque cuve contient une solution de solvant de concentra- 
tion dif f £ren te , allant en ordre croissant • La concentration en 
solvant de la cuve 1 est l^gferement supdrieure au minimum necessai- 
re pour precipiter le pullulane, par exemple sup^rieur a 70% (vol./ 

30 vol. ) , tandis que celle de la cuve 2 est superieure h celle de la 
cuve 1 , mais inf^rieure a celle de la cuve 3, qui est elle-m§me suf- 
f isante pour que sort maintenu un equilibre avec le pullulane ayant 
une teneur en humidite de quelques pourcents . Ainsi , la concentra- 
tion de chaque cuve est toujours maintenue a un niveau inf^rieur a 

35 celui de la cuve suivante * La/teneur en solvant de chaque cuve peut 
§tre aussi basse que la quantite rninimale necessaire pour d es hydra- 
te r le pullulane. Dependant, comme la duree necessaire pour elirni- 
ner 1 ? eau et les impuret^s varie en proportion des dimensions des 
particules de pullulane , il est preferable, par precaution, d * uti— 

40 liser la quantite la plus grande possible. En general, cette quan- 
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tit6 est determinee par la capacity de la cuve. La dur£e de rete- 
nue des particules de pullulane dans les cuves 1 y 2 et 3, est en 
moyenne de 10 a 60 minutes* 

La cuve 6., servant au stockage, contient la solution 

5 de pullulane, qui en est*expuls4e vers la cuve 1 au moyen de la 
pompe 7. L 1 expulsion de la solution de pullulane sous forme d s un 
fin brouillard, f aciiite la purification et la raise en suspension 
du pullulane dans le solvant et l'empiche de former des masses par 
agglomeration e t collage. En consequence, il est preferable d f ejec- 

10 ter la solution de pullulane dans le solvant sous forme de fin 
brouillard* par pulverisation an travers d»un ajutage h pression 
eievee 8, ou bien par introduction au moyen d'un disque tournant, 
^avec agitation vigoureuse et continue de la solution de solvant 
dans la cuve 1. En outre, il s ' av&re trfes efficace pour* la purifi- 

15 cation du pullulane, d* expulser sa solution h une concentration 
aussi eievee que possible, mais de preference ne depassant pas 40% 
(poids/vol.}, sous forme de fin brouillard, et k une temperature ne 
depassant pas 200°C. La solution ainsi expulsee dans la cuve 1 se 
met en suspension au contact de la solution de solvant, pour former 

20 de fines particules* Ces particules de pullulane en suspension ont 
une teneur en humidite proche de celle de la solution de solvent. 

La pompe 9* fixee sur la canalisation 4 allant de la 
cuve 1 h la cuve 2, serf h transferer le melange, c * est-^-dire la 
suspension de pullulane, de la cuve 1 h la cuve 2, L f hydrocycione 

25 10, fixe sux la canalisation 4, f onctionne comme moyen de separa- 
tion du melange en une fraction de solution de solvant et une frac- 
tion de suspension concentree de pullulane, cette derni&re etant 
v simultaneroent introduite dans la cuve 2* Les particules de pullu- 
lane, presentes dans la suspension qui est introduite dans la cuve 

30 2, sont debarrass^es des impure tes et deshydratees par la solution 
de solvant ayant une concentration de solvant superieure h celle 
de la cuve 1, pour former un melange, dans lequel les particules 
de pullulane resultantes sont en suspension. La solution de sol- 
vant separee est envoyee dans une colonne 1 1 ou elle est distiliee. 

35 La solution concentree de solvant est alors dirig^e vers une cuve 
12 de stock age du solvant. 

La pompe 13, fixee sur la canalisation 5 allant de la 
cuve 2 k la cuve 3, sert. a transferer le melange obtenu dans la 
cuve 2 vers la cuve 3. L * hydro c yclone 14, monte sur la canalisation 

40 5, f onctionne comme moyen de separation du melange en une fraction 
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de solution de solvant et une autre fraction de suspension de pul- 
lulane concentre, cette derniere 6tant siraultaneSment introduite 
dans la cuve 3* Les particules de pullulane, pr4sentes dans cette 
suspension introduite dans la cuve 3, sorvt d£barrass£es des irapu- 

5 ret^s et delshydrat^es & une teneur en humidity de quelques pour- 
cents, par la solution de solvant ayant la concentration la plus 
<*lev4e de celles des trois cuves, pour former un melange dans le- 
quel sont suspendues les particules r^sultantes de pullulane non 
visqueux* La solution de solvant separ£e est retourn£e vers la 

10 cuve 1 pour empScher dans celle~ci la dilution de la solution de 
solvant par 1* apport de la solution de pullulane. La pompe 15 fi- 
x4e but la canalisation 17 f onctionne comme mo yen de transport du 
melange obtenu dans la cuve 3, vers la centrifugeuse du type h I s 
4preuve de I s explosion 16, par la canalisation 17. L f hydrocy clone 

15 18 fix<S sur cette meme canalisation, sert a s^parer le melange 

en provenance de la cuve 3 en une fraction de solution de solvant 
et une fraction de suspension de pullulane a nouveau concentr£e, 
cette dernifere 4tant simultanement introduite dans la centrifugeuse 
t6. 

20 La partie solution de solvant de la suspension de pul- 

lulane, est ensuite s£par£e dans la centrifugeuse 16, pour donner 
le pr£cipit£ de pullulane. On peut obtenir le pullulane sous forme 
pulvdrulente par s^chage de ce pr«£cipit£ dans un s^choir h vide 19* 
La solution de solvant £limin<ie de 1» hydro cyclone 18 et de la cen- 

25 trifugeuse 16, est envoys e dans la cuve 2 pour empScher la dilution 
de la solution de solvant dans cette cuve par apport de solution 
de pullulane. La pompe 20 sert a diriger la solution concentr4e de 
solvant de la cuve de stockage liters la cuve 3, afin d'y empgcher 
la dilution de la solution de solvant par apport de la solution de 

30 pullulane. 

Dans le systfeme ddcrit ci-dessus , la quantity totale des 
solutions de solvant et de pullulane introduite s est maintenue £~ 
quivalente a la quantity totale de solution de solvant 4limin4e de 
l f hydrocyclone 10 et de pullulane obtenu h partir du s£choir h vide 

35 19, Les teneurs des cuves 1 , 2 et 3 sont maintenues respectiveroent 
h des niveaux constants par ajustage des apports en provenance des 
hydrocyclones 10 f 14 et 18. 

On peut utiliser conform &nent a 1 invention, des sol- 
van ts f acilement ou parti ellement hydros olubles tels qu s al cools, 

40 c£tones , esters f others , etc. Conviennent plus particuli&rement 
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methanol, £thanol, propanoi, isopropanol, alcool n-butylique ou 
sec-butylique, acetate de methyle, te trahydrof uranne , dioxanne, 
ether monoethyl ique ou monobutylique de I s ethylene glycol, ether 
monomethylique du diethylene glycj^l, methyl ethyl cetone, hydro xy- 
5 4 me* thyl-4 pentanone-2 et acetylacetone. 

En utllisant ces solvents a la concentration minimale, necessaire 
pour precipiter le pullulane, on peut reduire la quantite de sol- 
vant utilises a un niveau grandement infexieur a celui qui est xe- 
quis pour un procede~ de type discontinu, et, de plus, on obtient 

10 un pullulane pulverise" pratiquement anhydre et de beau coup plus 
grande puret^ 

Un autre avantage de I s invention provient du fait que 
les particules de pullulane peuvent §tre mises en suspension, mSme 
si une couche liquide de pullulane se forme dans une cuve qui con- 

15 tient une concentration inferieure de solvant et ne collent pas a 
la parol interne de cette cuve, lors de 1 1 introduction de la cou- 
che liquide de pullulane, sous forme de fin brouillard, dans la 
cuve suivante* 

Un avantage supplementaire de 1* invention, reside dans 
20 le fait que I'on peut parvenir a un resultat identique a celui qui 
est- indique plus haul, mgme s'il se forme deux a trois couches, 
notamment solution aqueuse de pullulane , une couche de solvant con- 
tenant de i'eau et une couche d ! eau contenant du solvant, lors de 
l f utilisation d r un solvant partiellement hydrosoluble, par agita- 
25 tion suffisante de ces couches* 

Les cuves de purification du pullulane conformeraent au 
proced£ selon l 1 invention, doivent former une s£rie de deux ou plus , 
ae preference trois ou quatre, mais des series de cinq ou plus s* 
averent d^savantageuses a l'4chelle industrielle* 
30 La prdsente invention est illustre'e plus en detail ci- 

apres au mo yen d f un exemple non limitatif . 
EXEMPLE 

On ef fectue une culture germinative d* Aureobasidium 
pullulans IFO 4464 par ensemencement de cette souche sur un milieu 

35 liquide sterilise* et refroidi, comprenant \0% (pc ids /volume) de 

sirop d 8 amidon, convert! h l'acide jusqu'a un ED (equivalent de dex- 
trose) de 45, 0,2% de K 2 HP0 4 , 0,2% de peptone, Q 9 2% de NaCl, 
0,04% de MgS0 4 «7H 2 0 et 0,001% de FeSC^.THgO (poids/volume), et on 
Xaisse incuber le tout a 27°C pendant 26 heures sous a^robie. On 

40 realise la culture principale par ensemencement du bouillon de 
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culture germinative sur un milieu de composition identique , et 
avec des conditions d 1 incubation semblables , mais pour une dur£e 
de quatre jours. Apres Elimination des cellules, le bouillon obtenu 
est 4vapore sous vide a 60*0 pour donner une solution ay ant une 
5 teneur en pullulane de 21% (poids/volume) * 

La solution, ainsi obtenue, est introduite dans la cuve 6 du dessin. 
Les cuves 1 , 2 et 3 ont chacune une capacite de 1 300 litres et 
une portion de 1 OOO litres de solution aqueuse de methanol est 
introduite dans chaque cuve pour obtenir une pro fondeur de 2 metres* 
10 Dans la cuve 1 la concentration en methanol est ajust(§e, a SO%, 
dans la cuve 2 a 90% et dans la cuve 3 a 97% en volume /volume* 
La solution de pullulane dans la cuve 6 est immediate ment chauf f £e 
a 175°C sous une pression de 150 kg/ cm 2 , et introduite a la sur- 
face de la solution de methanol dans la cuve 1, par pulverisation 
15 ci partir d'un ajutage a haute pression 8, avec une vitesse d» £cou- 
lement de 200 litres/heure. Les melanges ainsi obtenus, dans les- 
quels les particules de pullulane sont mises en suspens ion dans 
les cuves 1 y 2 et 3, sont respec tivement expuls£s par les pompes 
9, 13 et 15, a la vitesse d'ecoulement de 6 OOO litres/heure ♦ La 
20 solution de methanol a la concentration de 99% (vol. /vol.) conte- 
nue dans la cuve de stock age du solvant 12, est introduite dans 
la cuve 3 a la vitesse d * ecoulement de 800 litres/heure . La solu- 
tion de methanol de la cuve- 1, est dirigee vers la colonne de dis- 
tillation du solvant 11 par 1 1 hyd roc yc lone 10, a la vitesse d 1 
25 coulement de 900 litres/heure* Les quantity de solutions de me- 
thanol, dans les cuves 2 ou 3, sont maintenues a niveaux constants 
par reflux des hydrocyclones 14 ou 18* Le precipite de pullulane, 
^limine par la centrifugeuse 16, est sech£ a 60°C sous 680 mm de 
mercure au moyen d*un sechoir a vide to urn an t 19 pour donner le 
30 pullulane cherch£, et la vapeur de methanol est r4cuper£e par un 
refrigerant. 

On obtient ainsi, a raison de 4,2 kg/heure, du pullulane incolore 
sous forme pulverulente , avec une teneur en humidite de 1 1 ordre de 
5% et une teneur en sue re residuaire de 0,1%* 
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BSyBMPXC AXIOMS 

I*' Precede de purification de pullulane obtenu par culture en 

milieu liquide d 9 une souche productrice* suivie de l f Elimination 
des cellules du bouillon resultant* caracterise en cg que l s on 
Introduit la solution aqueuse de pullulane dans une solution 
aqueuse de solvarvt, de mani&re a obtenir un melange dans lequel 
sont en suspension de £a$on hornogfene des particules extrimement 
fines de pullulane f puis on dirige ce melange vers une cuve 
voisine renfermant la mime solution de solvant mais a une con- 
centration plus &Lev£«, et l ? on r4pete ces etapes au mo ins une 
fois, h I s aide de cuves , disposes en s&rie et renfermant tou- 
jour s la mime solution de solvant mais a des concentrations 
croissantes* 

2* Precede selon la xevendication 1 , caracterise en ce qu f on opere 
avec une serie d f au mo ins 2 cuves et de preference 3 ou 4 cuves. 

3 * Pro cede selon I'une des revendications t Q u 2, caracterise en 
ce que la dur£e de s^jour dans chaque cuve est de 10 h 60 mi- 
nutes. 

4 •Procfkte seloni r une des revendications 1 h 3, caracterise en ce 
que la concentration en solvant de la premiere cuve de la serie 
slst legferement super ieure au minimum necess^ire pour pr£cipiter 
le pullulane* 

5* Frocede selon l f une des revendications t & 4 t caracterise en ce 
que la concentration de la solution de pullulate & purifier est 
aussi £lev£e que possible, mais de preference sans depasser 40% 
en poids/volume lors de son introduction au d£but de la serie 
de cuves de purification* 

6« Procede selon I 8 une des revendications 1 h 5* caracterise en 
ce que la solution de pullulane est introduite dans la premiere 
cuve de la serie sous forme d'un fin brouillard, par pulverisa- 
tion au moyen d*un ajutage & press ion eievee, par exemple de 
1* ordre de 150 kg/cm 2 . 

7. Procede selon I 8 une des revendications 1 h 6, caracterise en ce 
que la solution de pullulane est introduite dans la premiere 
cuve h une temperature inf erieure h . 20G**C. 

8* Precede selon I s une des revendications 1 & 7 f caracterise en ce 
que le solvant est f acilement ou partiellernent hydrosoluble, 
en particulier alcool; cetone, ester, ether , et de preference le 
methanol® 

9 * Pro cede selon l'une des revendications 1 h 8, caracterise en ce 
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que la solution de pullulane & sa sortie de la derniere cuve 
est soumise h la centrifugation et le pr£cipit£ obtenu est s4ch£ 
dans un s^choir h vide* 

10«Proced£ selon l f une des revendi cations 1 & 9, caract&rise en ce 
que, lors du passage d'une cuve de purification £ 1* autre, le 
melange solution de pullulane-solution de solvant traverse un 
hydrocy clone qui s^pare ce melange en une fraction de solution 
de pullulane allant vers la cuve suivante , et une fraction de 
solution de solvant qui est recycl£e. 

1 1 «Procdd£ selon la revendication 10, caract£ris£ en ce que la 
solution de solvent sortant de i 1 hydro cyclone situ<£ aprfes la 
premiere cuve de purification, est envoy^e dans une coionne h 
distiller pour augtnenter sa concentration en solvant, la solu- 
tion ainsi obtenue £tant recycl^e vers la derniere cuve de pu- 
rification. 

12. Proc€d<5 selon la revendication 10, caract£ris§ en ce qu^ia solu- 
tion de solvant , sortant de l f hydrocy clone situd apres la cuve 
n4H2, est recycl^e vers la cuve n, pour empScher dans celle~ci 

la dilution de la solution de solvant* 

1 3. Pullulane obtenu sous forme pulv^rulente par le proc<5d£ selon 
1 f une des revendications precedences ♦ 
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